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Corneal opacities and corneal ulcers are frequently observed in captive California sea lions.
The objective of this research project was to investigate the influence of water quality on these eye problems. The diagnostic aid of fluorescein dye in corneal defects was also tested.
For six weeks two sea lions and their corneal lesions were followed and water quality (Chlorine, salinity and pH) was tested every day.
It appeared that the concentrations of total, free and combined Chlorine had a significant influence on the size of the corneal lesions, whereas combined Chlorine had the most significant influence. It also appeared that not all the lesions were positive with fluorescein. However, fluorescein can be a useful diagnostic tool to determine the seriousness of the corneal lesions.






















In eerste instantie is dit onderzoek opgezet met het idee de anatomische verschillen tussen de ogen van zeeleeuwen en dolfijnen te onderzoeken en te beoordelen of deze eventuele verschillen consequenties hebben voor de diagnostiek van corneaproblemen bij deze zeezoogdieren.
Helaas werd tijdens mijn onderzoek het bassin van de dolfijnen opnieuw geverfd, waardoor alle dolfijnen naar het achterbassin werden verplaatst. In dit bassin was er geen mogelijkheid meer om oogmetingen te doen en er zijn daarom weinig gegevens van de dolfijnenogen.
Daarnaast werd er tijdens het onderzoek een alarmerend hoog Chloor-gehalte in het zeeleeuwenbassin gemeten en de dieren zijn toen per direct naar een ander bassin verplaatst. In dit nieuwe verblijf waren alleen de twee oudste mannetjes op hun gemak en hierdoor is het aantal onderzoeksdieren teruggevallen naar 2 zeeleeuwen.
Het was oorspronkelijk ook de bedoeling om de verschillende cornea-ulcers steeds op dezelfde afstand te fotograferen; in het licht en na toediening van fluoresceïne in het donker. Om dit doel te bewerkstelligen is er voor de zeeleeuwen een kist ontworpen en gemaakt. Deze kist bestond uit een houten frame waarin afzonderlijke waterhoudende schotten werden geschoven, zodat er een donkere ruimte werd gecreëerd zonder dat de dieren moesten verplaatsen. Het schot aan de voorzijde bevatte een gat voor de target waarmee getraind werd en de schotten aan de zijkant bevatten een gat waardoor de foto’s consequent op dezelfde afstand gemaakt konden worden.
Helaas bleek deze opzet niet te werken.
De ruimte bleek te donker voor het fototoestel om kwalitatief goede foto’s te maken. Ook de toevoeging van lichtbronnen en gewijzigde instellingen van het fototoestel boekten niet voldoende resultaat.
Daarnaast was er zeer veel reflectiebeeld op de oogbol, waardoor er moeilijk conclusies over de conditie van de cornea konden worden getrokken. 
Een maand lang is er op verschillende manieren geprobeerd de foto’s optimaal te verkrijgen, maar uiteindelijk werd van de oorspronkelijke opzet afgestapt omdat deze praktisch niet uitvoerbaar bleek. Vanwege de tegenvallers in de omstandigheden is er noodgedwongen een andere invalshoek voor het onderzoek gekozen. 
Omdat er een goede evolutie van de corneabeschadigingen bij de twee zeeleeuwen kon worden vastgelegd en omdat de waterkwaliteit elke dag is bijgehouden, is er besloten om die twee parameters tegen elkaar uit te zetten.
Op die manier kan er misschien een relatie gevonden worden tussen de waterkwaliteit en het verloop van de laesies op de cornea bij de zeeleeuwen.










Al decennia lang worden zeeleeuwen in gevangenschap gehouden en veel van deze zogenaamde Dolfinaria proberen de gezondheid van de dieren zo goed mogelijk te waarborgen. Desondanks kampen veel parken met verschillende medische problemen bij de dieren, waarbij vooral oogproblemen als belangrijk en veel voorkomend probleem worden gezien.1 
Uit een onderzoek van Greenwood bleek dat 22% van de zeeleeuwen in gevangenschap oogproblemen heeft waarbij corneatroebeling, cornealaesies en cataract het meest frequent worden gezien.1,2,3                





Uit eerdere onderzoeken is gebleken dat de waterkwaliteit van invloed is op de gezondheid van de dieren die daarin verblijven.

In het geval van bassinwater wordt deze kwaliteit gecontroleerd aan de hand van de volgende parameters: 

Chloor: (in de vormen: totaal Chloor, gebonden Chloor en vrij Chloor)
Om het water te zuiveren en te desinfecteren wordt vaak gebruikt gemaakt van filtersystemen en chemische producten zoals Chloor.  
Als Chloor wordt toegevoegd aan schoon water ontstaat hoofdzakelijk vrij Chloor; de vorm die in korte tijd pathogenen inactiveert en in hoge concentraties niet toxisch is voor dieren.4 Maar als Chloor wordt toegevoegd aan water dat organisch materiaal bevat (vooral ammonia), dan vormt het Chlooramines (gebonden Chloor). Sommige van deze Chlooramines zorgen voor irritatie en beschadiging van de ogen en in hoge concentraties kunnen zij zelfs voor huidbeschadiging zorgen.4,5,6 Chlooramines inactiveren ook pathogenen, maar veel trager.4
Hoewel het epitheel van de cornea over grote hoeveelheden vrije radicalen vangers zoals glutathione en ascorbinezuur (Vitamine C) beschikt, kan overmatige blootstelling aan oxidatieve agentia (zoals gebonden Chloor) de cornea beschadigen.2 











Een andere factor die mogelijk van invloed is op de cornea is het zout-gehalte of de saliniteit van het water. Als definitie van saliniteit wordt over het algemeen gehanteerd: de totale hoeveelheid vaste materialen in grammen opgelost in een kg zeewater, nadat alle carbonaten zijn geconverteerd tot oxide, bromide en iodine zijn vervangen door Chlorine en al het organisch materiaal volledig geoxideerd is.5
Praktisch komt dat neer op voornamelijk zouten als vast materiaal in grammen per kg water, maar in theorie gaat het dus om alle elementen in de oplossing.5
Het zoutgehalte van het water waarin dolfijnen en zeeleeuwen zwemmen moet minstens 20‰  zijn.6 Het natuurlijke zeewater waarin de dieren zwemmen heeft een saliniteit van 20 tot 35‰.5,6 Een saliniteit wat lager is dan 20‰  geeft zo’n osmotische druk op de cornea, dat dit voor corneatroebelingen kan zorgen.2,6

pH: 
Met de pH wordt de zuurgraad van het water aangegeven, waarbij pH 7 neutraal is. De pH van het zeewater ligt tussen de 7,6 en 8,3.6,7
In het bassin wordt meestal een iets lagere pH (7,6 tot 8,0) aangehouden, omdat een hoge pH onder andere de desinfectie van het Chloor negatief beïnvloedt.6,7 (voor detail zie discussie)
Een andere reden om de pH van het bassinwater in de gaten te houden is de huidirritatie die ontstaat bij een hoge pH in combinatie met een hoog Chloor-gehalte.6

In hoeverre de waterkwaliteit van water in dolfinaria bijdraagt aan het ontstaan en verergering van corneaproblemen, is het eerste vraagstuk in dit onderzoek. 
Een onderzoeksvraag die daarbij geformuleerd is:

Is er een aantoonbare relatie tussen de waterkwaliteit en de omvang van laesies op de cornea bij zeeleeuwen?

De hypothesen die hieruit voortvloeien zijn:
 
Hypothese 1: De waterkwaliteit is van invloed op de ontwikkeling van cornealaesies.











Oogproblemen zijn dus een veel voorkomend probleem onder zeeleeuwen en het is belangrijk deze afwijkingen tijdig te diagnosticeren. .

Door anatomische verschillen ten opzichte van onze huisdieren, is een uitgebreid oogonderzoek bij de meeste zeezoogdieren erg lastig.
Door de evolutie hebben zeezoogdieren in de loop van de tijd verschillende aanpassingen gedaan, waardoor er anatomische verschillen zijn met betrekking tot de ogen ten opzichte van de landzoogdieren.2,9,10 Zeeleeuwen kunnen hun oogbol diep in hun oogkassen terugtrekken en beschikken over sterke oogleden waardoor ze hun oogbol onbereikbaar kunnen maken voor een oogonderzoek.2 Daarnaast hebben ze een zeer nauwe pupil waardoor de achterliggende structuren bij het oogonderzoek niet of nauwelijks zichtbaar zijn.2
Wegens complexe fysiologische responsen (o.a. het duikreflex) op verschillende anesthetica, is sedatie of anesthesie gevaarlijk bij zeezoogdieren en worden deze risico’s liever vermeden.11

De oogonderzoeken die bij zeeleeuwen (zonder sedatie) wel mogelijk zijn, zijn onder andere de inspectie van de oppervlakkige oogstructuren, zoals de oogbol en de cornea. Daarnaast is het inspecteren van de cornea na toediening van fluoresceïne mogelijk. 
Door de anatomische verschillen van de ogen en de waterrijke leefomgeving is het de vraag of de gangbare oogonderzoeken, goede resultaten bij zeeleeuwen geven. 
Daarom richt het tweede deel van het onderzoek zich op de volgende vraag:

Zorgt het aankleuren van de cornea met fluoresceïne bij zeeleeuwen voor een betere diagnostiek van cornealaesies?






















Gedurende 8 weken zijn de cornealaesies van twee zeeleeuwen vervolgd en vastgelegd.
Zeeleeuw 1 is een mannetje van 20 jaar en zeeleeuw 2 is een mannetje van 6 jaar; beide zijn in gevangenschap geboren en verblijven al hun hele leven in hetzelfde Dolfinarium. Van beide zeeleeuwen is bekend dat ze een lange geschiedenis van recidiverende corneabeschadigingen hebben. 
De dieren zwommen in het begin van het onderzoek in hetzelfde bassin, dat zich buiten in het park bevond. Het bassin heeft een lengte van 25 meter, een breedte van 4,5 -5,5 meter en een diepte die varieert van 1,5 tot 2,5 meter. Het heeft een inhoud van 240 m3 en bevatte ongeveer 240.000 liter water.
Vanwege het hoge Chloor-gehalte zijn de dieren halverwege het onderzoek naar twee tijdelijke verblijven overgebracht. De inhoud van beide nieuwe verblijven is 60.000 litermet een lengte van 5 meter, een breedte van 4 meter en een diepte van 3 meter.
Op dat moment verbleven de twee zeeleeuwen niet meer in hetzelfde bassin waardoor het water in kwaliteit verschilde.





De waterkwaliteit werd dagelijks gemeten. ‘s Ochtends werd er uit de bassins een monster water genomen en in het plaatselijke laboratorium verwerkt. 
De volgende bepalingen werden gedaan:

-	Het Chloor-gehalte (in vrije, gebonden en totale vorm) werden bepaald via de Palin DPD methode.1
-	De pH werd bepaald door middel van de Phenol Red methode.​[1]​

Met de fotometer Lovibond PC Checkkit®, werden vervolgens de concentraties gemeten en digitaal weergegeven 

-	De saliniteit werd bepaald door middel van een saliniteits-refractometer.

Alle waarden werden dagelijks genoteerd.  


Figuur 2:     Lovibond PC Checkkit®  en saliniteits-refractometer 








Om de veranderingen van de cornealaesies in kaart te brengen, werd er bijgehouden hoeveel laesies zich op het linker dan wel rechteroog bevonden, hoe groot het aangetaste oppervlak was (geschat), of er zich oedeem in de cornea bevond en zo ja, wat de afmetingen van dit corneaoedeem waren. 
Inspectie van de cornea bij zeeleeuwen zonder sedatie is lastig. Door de hoge mobilitiet van de ogen het nerveuze karakter van de dieren schieten de ogen alle kanten op. Om toch betrouwbare resultaten te krijgen, is er veel tijd gestoken in het trainen van de dieren. Op die manier werd het mogelijk om consequente metingen te doen, waarbij de totale cornea geïnspecteerd werd. De dieren werden getraind om uit het water te komen en een vaste positie aan te nemen ten opzichte van een hand van de train(st)er. Hierna werden de dieren aangewend om stil te blijven zitten, en werd de aanwezigheid van een naderende onderzoeker opgebouwd. Ook de aanwezigheid van een fototoestel in een nabijheid van 10 cm afstand, inclusief de geluiden, werd getraind. Daarnaast werd de dieren aangeleerd om met hun hoofd te roteren om zo de cornea vanuit verschillende hoeken te kunnen inspecteren. 
Indien er fluoresceïne werd toegediend, werden alle metingen herhaald en de resultaten opnieuw genoteerd. Het toedienen van fluoresceïne gebeurde door middel van druppels, omdat de dieren deze toedieningsweg al kenden vanuit andere medicatie. Er is nog wel een keer geprobeerd om met de fluoresceïne strips te werken, maar de zeeleeuwen liepen weg zodra de strip in aanraking met de cornea kwam. Zodoende werd besloten om de fluoresceïne te blijven toedienen via de druppels. 
Omdat na het toedienen van de fluoresceïne de ogen te groen bleken voor goede inspectie, werden de dieren even het water ingestuurd om de overtollige fluoresceïne uit te spoelen. 
Ook werd er gemeten hoe vaak de zeeleeuwen in een minuut met hun ogen knipperden, om de klinische verschijnselen in kaart te brengen. Hiertoe werden de zeeleeuwen getraind om een minuut plat te liggen (met hun hoofd en lichaam op de grond) en werd het knipperen van de ogen afzonderlijk van elkaar geteld.
Ten slotte werden bijzondere of overige opmerkingen (zoals bijvoorbeeld vaatingroei naar een cornealaesie toe) genoteerd. Er werden regelmatig foto’s van de ogen gemaakt om de metingen vast te leggen en de bevindingen werden genoteerd op een formulier (zie bijlage 1).










De evolutie van de laesies op de cornea is in kaart gebracht met drie verschillende parameters: 
-	het aantal laesies zonder toediening van de fluoresceïne (aantal zonder fluo)
-	het aantal laesies na toediening van fluoresceïne (aantal na fluo)
-	grootte van de aangetaste oppervlakte (grootte laesies)

Om de gegevens statistisch goed te kunnen verwerken zijn het aantal laesies van het linker en rechter oog per dag bij elkaar opgeteld. Ook de grootte van het aangetaste oppervlak is in zijn totaliteit een optelsom van het linker en rechteroog. 

Omdat in dit onderzoek meerdere waarnemingen per dier (individu) zijn uitgevoerd, is in SPSS het programma Mixed Model gebruikt. In dit multivariabele model zijn meerdere verklarende variabelen (factor) opgenomen en teruggebracht tot de significante variabelen op basis van het selectiecriterium AIC (Akaike’s information criterium).Daarbij is de fit (normaliteit, constante variatie en lineariteit) gecontroleerd met behulp van de residuen. 
Het random deel van deze test wordt dan ook gevormd door: zeeleeuw en de fixed zijn de factoren Chloor, pH en zout. 
De invloed werd statistisch significant beschouwd indien P < 0,05.








Om tot een geschikt model voor statistische analyse te komen, zijn er eerst meerdere modellen getest op betrouwbaarheid in SPSS. Helaas bleken de modellen waarbij aantal laesies voor fluo en aantal laesies na fluo als Dependent variable in het model waren gebruikt, geen betrouwbare gegevens te reproduceren en waren ze niet geschikt voor verdere interpretatie. Dit is waarschijnlijk te wijten aan de geringe hoeveelheid data. Maar het model waarbij de factoren van de waterkwaliteit werden uitgezet tegen de grootte van de laesies bleek wel geschikt. 
Met dat model is verder gewerkt en daaruit bleek dat het Gebonden Chloor een significante invloed heeft op de grootte van de laesies (P<0,01).

De andere gegevens die uit deze Mixed Model kwamen, zijn hieronder weergegeven.

Invloed van gebonden Chloor op grootte van de laesies: significant met P<0,01 
Estimate: 3,9 met een 95% betrouwbaarheidsinterval van 1,9 tot 6,0.

Als we dit visueel uiteenzetten in een Scatterplot ziet die relatie er als volgt uit:


Figuur 5: relatie tussen gebonden Chloor en grootte laesies. Richtingscoëfficiënt van de lineaire lijn = 3,9, correlatiecoëfficiënt = 0,53

De richtingscoëfficiënt van die lineaire lijn wordt gegeven in de Estimates van de Mixed Model test en heeft een waarde van 3,9. Dat wil zeggen dat als het Gebonden Chloor met een waarde van 1 stijgt, de grootte van de laesies (in zijn totaliteit) met 3,9 mm stijgt.

De correlatiecoëfficiënt tussen deze twee parameters is 0,53. (zie figuur 6)
Correlations




grootte laesies totaal	Pearson Correlation	.526**	1.000
	Sig. (2-tailed)	.001	
	N	37	37
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).	
Figuur 6 : Correlatie tussen gebonden Chloor en grootte laesies totaal 





		totaal Chloor 	vrij Chloor 	gebonden Chloor	pH gehalte	zout-gehalte
totaal Chloor 	Pearson Correlation	1.000	.653**	.946**	.423**	.545**
	Sig. (2-tailed)		.000	.000	.000	.000
	N	130	130	130	129	130












**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).				

Figuur 7: Correlatietabel tussen de verschillende factoren in de waterkwaliteit.

Uit de correlatietabel blijkt dat de verschillende vormen van Chloor sterk gecorreleerd zijn. Vooral gebonden Chloor heeft een grote correlatie met totaal Chloor en vrij Chloor. Vanuit de scheikunde van Chloor is dit heel plausibel (zie discussie), maar doordat de drie Chloorniveaus variabelen sterk gecorreleerd zijn treden mogelijk collineariteitsproblemen op. In het model betekent dit dat het effect van 1 variabele verdeeld zou kunnen worden over sterk gecorreleerde variabelen. Om dit mogelijke probleem te vermijden zijn ook Mixed Model modellen extra gedaan met de afzonderlijke variabelen totaal Chloor en Vrij Chloor als factor. Uit deze modellen bleek dat naast het gebonden Chloor ook de factoren totaal Chloor en vrij Chloor een significante invloed hebben op de grootte van de laesies.


De invloed van totaal Chloor op de grootte van de laesies is significant met P<0,01; de Estimate is 2,6 met een 95% betrouwbaarheidsinterval van 0,9 tot 4,4. 
Uit deze gegevens blijkt dat als de concentratie totaal chloor met de waarde van 1 ppm stijgt, de laesies totaal 2,6 mm groter worden.
Dit is visueel weergegeven in figuur 8A
De lineaire lijn heeft een richtingscoëfficiënt van 2,6 en de correlatiecoëfficiënt tussen deze twee parameters is 0,47.


De invloed van vrij Chloor op de grootte van de laesies is significant met P<0,01; de Estimate is 7,0 met een 95% betrouwbaarheidsinterval van 2,0 tot 11,9. 
Uit deze gegevens blijkt dat als de concentratie vrij Chloor met de waarde van 1 ppm stijgt, de laesies totaal 7,0 mm groter worden (zie figuur 8B)
De lineaire lijn heeft een richtingscoëfficiënt van 7,0 en de correlatiecoëfficiënt tussen deze twee parameters is 0,40.
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Figuur 8A: relatie tussen totaal  Chloor en grootte laesies. Richtingscoefficient van de lineaire lijn = 2,6, correlatiecoëfficiënt = 0,47









Figuur 9: Aantal laesies voor zeeleeuw 1 (A) en zeeleeuw 2 (B) zonder en met fluoresceïne in 1grafiek. 

Uit deze grafieken blijkt dat 74% (35 van 47) van de laesies ook wordt gescoord na fluoresceïne toediening. De overige 26% (12 van 47) is niet fluoresceïne-positief.












Figuur 11: Foto’s van het linkeroog van zeeleeuw 1 op 10-02, zonder fluoresceïne (A) en met fluoresceïne (B)
Discussie 

Een van de doelen van dit onderzoek was om een relatie aan te tonen tussen de waterkwaliteit en de omvang van de laesies op de cornea bij zeeleeuwen.

Ondanks dat het aantal onderzoeksdieren laag was (n=2) en het gebonden Chloor bijna constant hoger lag dan wat als bovengrens van acceptabel aangehouden wordt (zie figuur 6), is er toch een duidelijk significant verband aangetoond tussen de grootte van de laesies en de concentratie gebonden Chloor.

Invloed van Chloor
Hoewel uit eerder onderzoek geen significante associatie tussen omgevingsfactoren en corneaproblemen bij zeeleeuwen kon worden aangetoond1, blijkt uit dit onderzoek dat er wel degelijk een verband bestaat. 
Uit de Mixed Model-test blijkt dat de concentraties van het totaal Chloor, gebonden Chloor en vrij Chloor een significante invloed hebben op de grootte van de laesies.
Ook in figuren 5 en 8 dit verband in beeld gebracht.

Hoewel de verschillende vormen van Chloor sterk gecorreleerd zijn, heeft de concentratie gebonden Chloor de grootste invloed op de grootte van de laesies. Dit blijkt uit de resultaten van de Mixed Model, de richtingscoëfficiënt in combinatie met het betrouwbaarheidsinterval en de correlatiecoëfficiënt. 
Ook blijkt dit uit de scheikunde reacties van Chloor in water met organisch materiaal, waarbij de concentratie gebonden Chloor stijgt als het gehalte aan organisch materiaal ook stijgt.4,6,7

Chloor wordt voor de desinfectie tegenwoordig vaak in de vorm van het vloeibare natriumhypochloriet gebruikt.4 Het Chloor dient twee doelen: het vernietigen en verminderen van pathogenen in het water en de oxidatie van organisch materiaal afkomstig van de dieren.4
Als Chloor aan water wordt toegevoegd is het hoofdzakelijk in de vorm van vrij Chloor in het water te vinden. Dit vrije Chloor is de vorm die de pathogenen snel en effectief inactiveert en niet toxisch voor dieren is, ook in hoge concentraties.4
Maar indien zich er ook organisch materiaal in het water bevindt, wordt er ook een andere vorm van het Chloor gevormd: Chlooramine. 
De formatie van Chloramines wordt uit ammoniak en vrij Chloor gevormd door de volgende reactie:

NH3+ HOCL  NH2CL + H2O 6
 
Hoewel deze Chlooramines ook pathogenen kunnen inactiveren, doen ze dit veel langzamer en minder effectief dan het vrije Chloor. Daarnaast zorgt deze gebonden vorm van Chloor dus voor oog irritaties, huidirritaties en irratie van andere slijmvliezen.4,7,8 Hoewel het epitheel van de cornea over grote hoeveelheden vrije radicalen vangers zoals glutathione en ascorbinezuur (Vitamine C) beschikt, kan overmatige blootstelling aan oxidatieve agentia (zoals gebonden Chloor) de cornea beschadigen.2
Invloed van pH                                                                                                                 Uit de hoge correlatie tussen de pH en Chloor in de correlatietabel kan herleid worden dat deze twee factoren ook invloed hebben op elkaar. Dit verschijnsel wordt ondersteund in de literatuur.
Door toevoegen van vrij Chloor aan het water, daalt de pH. Andersom heeft de pH invloed op de reactievergelijking:

Het evenwicht zal door een hogere pH naar rechts verschuiven, waardoor de meest effectieve vorm (het vrije Chloor HOCL) in concentratie afneemt. Een lage pH zorgt op zijn beurt dus voor een hogere vrije Chloor fractie.7
Maar het praktisch veel gebruikte vloeibare Chloor, natriumhypochloriet, zorgt juist voor een stijging van de pH.6,7
Voortvloeiend uit het feit dat de concentratie van Vrij Chloor door de pH beïnvloed wordt, is ook de concentratie van Chlooramines pH-afhankelijk. Bij een pH van 7,8-8,4 is er een overwicht van monochloramine (NH2CL, zie vorige reactievergelijkingen), die verantwoordelijk is voor de oog en slijmvlies-irritaties.4,6,7
Invloed van zout:                                                                                                                     Uit dit onderzoek is geen significante invloed van het zoutgehalte/saliniteit op cornealaesies gebleken. De zoutgehaltes bleven tijdens dit onderzoek binnen de aanbevolen waarden.								                                                                                                        
Samenvattend:									         De sterke correlaties zoals die in de correlatietabel worden aangetoond, zijn te verklaren door de scheikunde reacties in de literatuur.                                                                  Door toevoegen van een middel dat de desinfectie moet bewerkstelligen, wordt het milieu zo beïnvloed (stijging van de pH) dat de desinfectie niet alleen minder effectief is (door afname van de vrije Chloor fractie), maar ook dat er irriterende stoffen in het water komen (gebonden Chloor) die onder andere voor corneaproblemen zorgen.
Zoals duidelijk mag zijn is het handhaven en hanteren van de juiste pH in combinatie met de meest effectieve vorm van Chloor een complex samenspel. Het is daarom goed dat deze waarden elke dag gecontroleerd worden, zodat tijdig kan worden ingegrepen.
Het is mogelijk dat er meer significante verbanden zijn, die in dit onderzoek niet zijn aangetoond. Meer data (metingen) met minder variatie zou een andere uitkomst kunnen geven. Daarnaast zijn in dit onderzoek factoren buiten beschouwing gelaten, die mogelijk wel invloed hadden op de laesies. Factoren zoals neerslag, temperatuur en UV-straling, waarvan bekend is dat ze ook mogelijk een invloed hebben op corneaproblemen zijn in dit onderzoek niet meegenomen.12 Ondanks deze beperkingen is het wel duidelijk geworden dat het chloreren van water consequenties voor het welzijn van de dieren (en mensen) kan hebben als zij in dat water zwemmen.

Een mogelijk vertraagd herstel van de cornea is in dit onderzoek buiten beschouwing gelaten. Als dieren in hetzelfde gechloreerde water blijven zwemmen, is het aannemelijk dat de laesies op de cornea minder goed genezen en het herstel langer duurt. Verder onderzoek zal nodig zijn om deze tijdsfactor te verduidelijken. 






Reden van dit onderzoek was ook om het effect van diagnostiek met fluoresceïne bij de zeeleeuwen te testen.
Het effect van de fluoresceïne is het best te beoordelen door het verschil te bepalen in het gemeten aantal laesies voor en na toediening van de fluoresceïne. Figuur 9, 10 en 11geven een mooi overzicht.

Uit deze figuren blijkt dat de eerdere hypothese:
Bij aankleuring van de cornea met fluoresceïne zijn er meer laesies zichtbaar dan zonder aankleuring met fluoresceïne, niet waar blijkt te zijn.

Het aantal laesies dat met fluoresceïne wordt aangetoond is zelfs minder dan het aantal laesies dat zonder fluoresceïne is vastgesteld. Dit komt omdat veel (oppervlakkige) laesies, die met het blote oog goed te zien zijn, niet diep genoeg zijn om door fluoresceïne te worden aangekleurd. Ook kunnen het littekens van de cornea zijn die geen klinische betekenis meer hebben. Het oorspronkelijke idee dat cornea’s van de dieren zonder fluoresceïne niet goed te beoordelen zijn, komt hierdoor te vervallen. Hierbij moet wel genoeg aandacht en tijd worden genomen om de dieren te fixeren en zo te trainen dat een onderzoeker of dierenarts dichtbij genoeg kan komen.
Toch is de fluoresceïne test bij de zeeleeuwen niet nutteloos. Het geeft aan hoe diep de laesie is, want bij een oppervlakkige laesie waar (een deel van) het epitheel nog intact is en het stroma van de cornea niet aan de oppervlakte ligt, kleurt de cornea niet aan.13 Ook een oude laesie waarbij het epitheel is vervangen door bindweefsel lijkt zonder fluoresceïne misschien op een corneabeschadiging, maar is dit niet.
Door fluoresceïne kan de ernst en evolutie van de laesie bij herhaalde controle in de gaten worden gehouden en geeft het een indicatie voor (verandering van) therapie.
Dus op de onderzoeksvraag of het aankleuren van de cornea met fluoresceïne bij zeeleeuwen voor een betere diagnostiek zorgt, kan bevestigend geantwoord worden. Ondanks de waterrijke omgeving en de verschillen in ooganatomie heeft het testen met fluoresceïne een toegevoegde waarde voor het oogonderzoek bij zeeleeuwen.

De manier waarop in dit onderzoek fluoresceïne is toegediend, kan als kritiekpunt worden aangewend. In dit onderzoek is gekozen voor de toediening via fluoresceïne druppels in plaats van fluoresceïne applicatiestrookjes, die in de conjunctivaalzak worden gehouden. De voorkeur ligt normaal gesproken wel bij de fluoresceïne stripjes, omdat deze hygiënischer zijn en de druppels vaak overapplicatie van de fluoresceïne geeft. Hierdoor ontstaan er gemakkelijk misinterpretaties.2
Toch had in dit onderzoek de fluoresceïne druppels de voorkeur, omdat de dieren deze toedieningsweg gewend waren. Contaminatie van de fluoresceïne is voorkomen, door elke keer een nieuwe fluoresceïne tube te pakken. (de fluoresceïne voorraden waren klein, ongeveer 1 ml per verpakking). En daarnaast is het risico van overapplicatie zo klein mogelijk gemaakt door de dieren direct na toediening het water in te sturen. Op die manier werd de overtollige vloeistof uit de ogen gespoeld, zonder dat de dieren opnieuw het spoelen moesten aanleren. 




De nadelen van desinfectie met Chloor zijn frequent zichtbaar, terwijl er tegenwoordig alternatieven zijn. Een biologisch waterzuiveringssysteem met een bio-filter gevolgd door een bezinkbak en een minimale toevoeging van ozon is een goed alternatief gebleken.14 Als dit financieel niet haalbaar is, is het aan te bevelen het filtervermogen op te voeren of het aantal dieren in het bassin te verminderen. Op deze manier wordt het gehalte aan organisch materiaal verminderd en wordt de concentratie gebonden Chloor ook lager.








Corneabeschadigingen zijn een veel voorkomend probleem bij zeeleeuwen in gevangenschap.
In dit onderzoek is aangetoond dat de laesies op de cornea in omvang toenemen als de concentratie van het Chloor stijgt, waarbij de concentratie van het gebonden Chloor de grootste significante invloed heeft. Gebonden Chloor ontstaat als de vrije fractie van Chloor bindt aan organisch materiaal.
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^1	  Bij deze methodes worden tabletten met chemische indicatoren (Diethyl-para-phenylene DPD , potassiumiodide KI en Phenol Red) aan het water toegevoegd en wordt bij aanwezigheid van de desbetreffende elementen, het water aangekleurd.6 De mate van kleuring wordt vervolgens met de fotometer bepaald.
